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A extração de compostos de matrizes vegetais geralmente é associada à 
utilização de solventes orgânicos tóxicos, que como consequência, geram resíduos 
com grande impacto ambiental e custo operacional elevado. Por esta razão, a 
utilização de processos que eliminem ou minimizem o uso de solventes orgânicos, 
como a extração por fluído supercrítico utilizando CO2, é de grande interesse. O 
espilantol, uma alquilamida encontrada em algumas espécies vegetais, dentre elas, 
a Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen possui diversas propriedades farmacológicas, 
como atividade anti-inflamatória, anestésica e antioxidante. Estas propriedades 
podem ser de grande interesse no tratamento da mucosite, um efeito colateral 
comum, decorrente do tratamento de pacientes com câncer submetidos a radio e 
quimioterapia. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi isolar o espilantol contido 
nas partes aéreas da Acmella oleracea utilizando técnicas de química verde e 
avaliar sua atividade anti-inflamatória em modelos in vitro e in vivo, bem como a 
incorporação em uma formulação mucoadesiva visando auxiliar na terapêutica da 
mucosite. Foi possível obter espilantol com alto grau de pureza (97%) através de 
extração seguida de fracionamento utilizando dióxido de carbono supercrítico, com 
subsequente isolamento do espilantol através de cromatografia Flash, utilizando 
como solventes, etanol e água. Na avaliação in vitro, foi possível determinar baixa 
toxicidade do espilantol em fibroblastos gengivais humanos (HGF-1) em 
concentrações de até 200 µM. Também foi possível observar efeito supressor in vitro 
do espilantol na expressão de genes envolvidos no processo inflamatório, como a 
Selectina E e a Interleucina-9. No experimento in vivo, o espilantol, na concentração 
de 30 mg/kg, foi capaz de atenuar de maneira significativa a inflamação provocada 
pelo quimioterápico 5-FU em modelo de mucosite intestinal em camundongos Swiss. 
Foi possível também desenvolver uma formulação promissora, contendo espilantol 
para possível uso na mucosite. 





The extraction of bioactive compounds from plants is usually associated with 
the use of toxic organic solvents, which, as a consequence, generate waste with high 
environmental impact and high operating costs. For this reason, the use of processes 
that eliminate or minimize the use of organic solvents, such as supercritical fluid 
extraction using CO2, is of great interest. Spilanthol, an alkylamide found in various 
species, among them, Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen has several 
pharmacological properties, such as anti-inflammatory, anesthetic and antioxidant 
activity. These properties may be of great interest for the treatment of oral mucositis, 
one of the most common side effects from the treatment of cancer patients 
undergoing radiotherapy and chemotherapy. Therefore, the purpose of this work was 
to isolate the spilanthol contained in the aerial parts of Acmella oleracea employing 
green chemistry techniques and evaluate its anti-inflammatory activity through in vitro 
and in vivo models, as well as, the incorporation of spilanthol in an oral formulation 
aimed to treat of oral mucositis. It was possible to obtain high purity (97%) spilanthol 
employing green extraction techniques, such as extraction followed by fractionation 
using supercritical carbon dioxide, with subsequent isolation of the spilanthol by 
Flash chromatography, using as solvents, ethanol, and water. In the in vitro 
evaluation, it was possible to determine the low toxicity of spilanthol to human 
gingival fibroblasts (HGF-1) in concentrations of up to 200 μM, and also its 
suppressor effect in the expression of genes involved in the inflammatory process, 
such as Selectin E and Interleukin-9. In the in vivo experiment, spilanthol, at 30 
mg/kg, was able to significantly attenuate the inflammation caused by 5-FU 
chemotherapy in a model of intestinal mucositis in Swiss mice. It was also possible to 
develop a promising formulation containing spilanthol for a possible use in mucositis. 
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Devido ao envelhecimento e crescimento populacional, além da propagação 
de fatores de risco, como o uso do tabaco e o alcoolismo, o número de casos de 
câncer deve chegar a aproximadamente 25 milhões mundialmente nas próximas 
duas décadas. Somente nos Estados Unidos, estimam-se mais de um milhão e 
setecentos mil novos casos de câncer diagnosticados em 2018 com projeção de 
mais de seiscentas mil mortes (WHO, 2014; Siegel et al., 2018). 
Apesar dos avanços observados no tratamento do câncer terem possibilitado 
aumento nas taxas de sobrevivência de pacientes com alguns tipos de tumores, a 
radioterapia e a quimioterapia ainda provocam diversos efeitos colaterais, e dentre 
eles, um dos mais frequentes e indesejados é a mucosite (Al-Ansari et al., 2015; 
Miller et al., 2016). 
Caracterizada por danos no revestimento da mucosa gastrointestinal, que 
resultam em lesões extremamente dolorosas, a mucosite ainda representa um 
desafio no tratamento de pacientes, uma vez que em casos severos, atrasos, 
interrupções e até mesmo a descontinuação da quimioterapia ou radioterapia se faz 
necessária, o que pode afetar de maneira negativa o prognóstico do paciente 
(Cinausero et al., 2017).  
Devido a sua complexa patologia e por apresentar característica multifatorial, 
o tratamento disponível para a mucosite é, até o momento, muito limitado, atuando 
de maneira paliativa e visando somente alívio dos sintomas (Van Sebille et al., 
2015). Desta forma, outras opções têm sido buscadas na tentativa de melhorar a 
qualidade de vida destes pacientes. 
As plantas medicinais têm uma grande importância como medicina alternativa 
no Brasil e no mundo, sendo um vasto celeiro de novas moléculas promissoras na 
terapêutica. A Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen é uma planta originária da América 
do Sul, muito utilizada pela população da região norte do Brasil na culinária. 
Conhecida como agrião-do-pará, jambu e agrião-do-brasil, possui em sua parte 
aérea, o espilantol, uma alquilamida com diversas propriedades farmacológicas, tais 




(Chakraborty et al., 2010; Freitas-Blanco et al. 2016), sendo, portanto, de interesse 
para uma possível aplicação no tratamento da mucosite (Lorenzi e Matos, 2008; 
Barbosa et al., 2016a). Por estas atividades, esta espécie demonstrou grande 





2 REVISÃO DA LITERATURA 
2.1 – Mucosite 
Mucosite é o termo dado ao eritema e ulcerações dolorosas que ocorrem de 
maneira generalizada em qualquer lugar do trato gastrointestinal, incluindo a boca, 
esôfago, estômago, intestino e ânus de pacientes submetidos à radioterapia e 
quimioterapia, bem como aos submetidos a condicionamento para transplante de 
medula óssea (Dios et al., 2016). 
A frequência e severidade da mucosite podem variar de acordo com o tipo de 
câncer, do tipo de terapia escolhida (quimioterapia, radioterapia ou a combinação 
das duas), com a dose e com o esquema terapêutico utilizado. Alguns 
quimioterápicos, como o 5-Fluorouracil, Metotrexato, Cisplatina e Irinotecam 
apresentam altas taxas de mucotoxicidade e pacientes submetidos a regimes 
radioterápicos com doses diárias de 2 Gray são altamente susceptíveis a mucosite 
(Villa e Sonis., 2015).  
Outros efeitos colaterais provocados pela terapia anticâncer, como por 
exemplo, alterações no paladar e a xerostomia, na qual o paciente tem a sensação 
de boca seca devido à diminuição de saliva, são extremamente incômodos e podem 
se prolongar por meses, requerendo o uso constante de saliva artificial, 
enxaguatórios bucais ou outras substâncias sialogogas, que atuam estimulando a 
produção de saliva (O'Brien, 2009). 
Embora existam diversos sistemas de classificação da mucosite, o sistema 
proposto pela Organização Mundial da Saúde é um dos mais utilizados na prática 
clínica e classifica a mucosite em graus que variam de 0 a 4, onde no grau 0 o 
paciente não apresenta nenhum sintoma e no grau 4, o grau mais severo, o paciente 
fica impossibilitado de comer e apresenta vômito e diarreia intratáveis. Maiores 
detalhes desta classificação podem ser observados na Tabela 1 (WHO, 1979; 





Tabela 1 – Escala classificatória de toxicidade oral e intestinal definida pela Organização 
Mundial da Saúde. 
 
Grau Oral Intestinal 
0 Nenhuma Nenhuma 
1 Eritema e sensibilidade dolorosa Náusea, diarreia transitória (< 2 dias) 
2 Eritema, úlcera, dieta sólida é tolerada. Vômito e diarreia (> 2 dias) 
3 Úlcera, somente dieta líquida é tolerada. Vômito e diarreia intoleráveis, terapia é requerida. 
4 Alimentação oral impossibilitada Vômito intratável e diarreia hemorrágica 
Pacientes com grau de mucosite mais severo desenvolvem ulcerações que 
rotineiramente requerem altas doses de opióides para alívio da dor, além de 
apresentarem aumento do risco de desenvolvimento de bacteremia, fungemia e 
sepse. Além disso, uma vez que a dor e a perda da integridade tecidual afetam a 
habilidade de o paciente comer, a nutrição parenteral é requerida, o que 
consequentemente afeta sua qualidade de vida, aumenta os custos do tratamento e 
diminui a tolerância ao mesmo, impactando dessa forma seu prognóstico (Sonis, 
2004; Al-Dasooqi et al., 2013). 
O desenvolvimento da mucosite é um processo complexo e dinâmico, 
resultante de uma série de eventos biológicos e celulares que ocorrem na 
submucosa. Sonis (1998, 2007) propôs um modelo de progressão da mucosite 
dividido em cinco estágios: iniciação (I), resposta ao dano primário (II), amplificação 
de sinais (III), ulceração (IV) e cicatrização (V). 
A etapa de iniciação ocorre segundos após a administração da 
radioterapia/quimioterapia ao paciente e, apesar de externamente a mucosa parecer 
absolutamente normal, internamente há uma cascata de eventos intracelulares 
sendo desenvolvida. As espécies reativas de oxigênio (ERO) geradas pelo agente 
anticâncer são de grande importância e resultam na apoptose de fibroblastos, danos 
ao DNA e ao tecido conectivo além de estimular a resposta imune inata (Sonis, 




Na segunda etapa, denominada de resposta ao dano primário, a propagação 
do insulto inicial resulta em estímulo de macrófagos e em uma complexa cadeia de 
eventos que leva ao aumento de moléculas de adesão, angiogenese e à ativação do 
fator nuclear Kappa B (NF-κB), que parece ser diretamente ligado à toxicidade e 
resistência do tumor à terapia. A ativação do NF-κB regula a expressão de mais de 
200 genes, dentre eles citocinas pró-inflamatórias como o fator de necrose tumoral 
(TNF-α), interleucina 1beta (IL-1β), interleucina 6 (IL-6) e a ciclooxigenase-2 (COX-
2), todas correlacionadas com a toxicidade provocada pela radio e quimioterapia 
(Sonis, 2007; Cinausero et al., 2017). 
Uma vez que estas interleucinas são liberadas, além de provocarem dano 
tecidual, há a amplificação do sinal por meio de feedback-positivo, que pode se 
prolongar por dias após o insulto inicial. Um exemplo é o TNF-α que ativa de 
maneira eficiente o NF-κB, que então ativam as proteínas quinases ativadas por 
mitógenos (MAPK) e c-Jun N-terminal quinase (JNK) e ambas atuam acelerando e 
ampliando o dano tecidual. A via ceramida, atua de maneira independente do NF-κB 
e inicia a apoptose nas células epiteliais da submucosa, que em conjunto com 
enzimas pertencentes ao grupo das metaloproteinases da matriz (MMP), levam a 
ulceração deste tecido (Sonis, 2007; Cinausero et al., 2017). 
A fase ulcerativa é a de maior importância para o paciente, uma vez que isso 
resulta em lesões profundas e extremamente dolorosas no tecido bucal. Estas 
lesões são cobertas por uma pseudomembrana contendo células mortas e fibrinas, o 
que favorece a colonização por bactérias, e pode se tornar um alvo para infecções, 
em especial em pacientes com granulocitopenia, que são ainda mais propensos a 
infecções e seu risco de desenvolver sepse é aumentado de maneira significativa. 
No intestino, o dano celular é quase imediato e a enterite torna-se aparente um ou 
dois dias após a quimioterapia (Sonis, 2007; Cinausero et al., 2017). 
 A fase de cicatrização ocorre cerca de duas a três semanas após a 
finalização do tratamento e é regulada pelo tipo de tratamento, medicamentos e 
doses utilizadas. O tecido epitelial apresenta proliferação, migração e diferenciação, 
todas estimuladas pela matriz extracelular, que reconstrói então a submucosa. É 
importante frisar, porém, que este tecido não é idêntico ao início do tratamento e que 




quimioterápicos ou radioterápicos subsequentes (Sonis, 2007; Cinausero et al., 
2017). As etapas deste processo estão ilustradas na Figura 1.  
 
Figura 1 – Fases do desenvolvimento da mucosite. 




Algumas medidas podem ser tomadas em caráter preventivo para evitar o 
desenvolvimento de mucosite oral severa em pacientes que receberão a 
radio/quimioterapia, como por exemplo, a realização de tratamento odontológico 
intensivo, bem como a manutenção de boas práticas de higiene oral (Duncan e 
Grant, 2003).  
A crioterapia, também tem sido utilizada para a prevenção da mucosite oral e 
consiste na administração de lascas de gelo ou agua gelada ao paciente no 
momento em que ele recebe a quimioterapia, afim de que a vasoconstrição 
provocada pelo gelo reduza a quantidade de quimioterápico no tecido oral, e 
consequentemente, as chances de desenvolver mucosite são diminuídas. A 
crioterapia possui baixo custo e não apresenta efeitos colaterais graves, porém, 
parece ser mais efetiva somente quando são utilizados quimioterápicos com meia 
vida curta, como o 5-Fluorouracil (Riley et al., 2015). 
O controle da dor provocada pela mucosite geralmente é feito com o uso de 
opióides administrado por via intravenosa, uma vez que as lesões são 
extremamente dolorosas e dificultam a deglutição. Alternativas também são o uso do 
fentanil por via transdérmica, e colutórios para bochechos contendo anestésicos 
como a lidocaína (Ing, 2017).  
Um dos primeiros medicamentos utilizados para a prevenção e tratamento da 
mucosite oral foi a amifostina (Ethyol®), um agente antioxidante administrado 
intravenosamente 15 minutos antes de cada sessão de quimio/radioterapia (Villa e 
Sonis, 2015). A amifostina atua como um citoprotetor seletivo e reduz a incidência 
de xerostomia e outros efeitos colaterais decorrentes do tratamento do câncer. Seu 
uso, porém, não foi recomendado para tratamento da mucosite oral em guia 
publicado pela Multinational Association of Supportive Care in Cancer and 
International Society of Oral Oncology por apresentar resultados conflitantes na 
eficácia da mucosite oral (Nicolatou-Galitis et al., 2013; Lalla et al., 2014). 
O único agente aprovado pelo FDA (US Food and Drug Administration) para 
uso no tratamento da mucosite oral é a palifermina (Kepivance®), um fator de 
crescimento de queratinócitos humanos que está envolvido em vários processos de 




redução de espécies reativas de oxigênio, auxiliando na conservação da integridade 
da barreira epitelial. A palifermina deve ser administrada por via intravenosa, e a 
dose recomendada é de 60 µg/kg/dia, durante três dias consecutivos antes e após a 
terapêutica de radio/quimioterapia (Raber-Durlacher et al., 2013; Lalla et al., 2014). 
O custo estimado de um ciclo do tratamento com a palifermina para um 
paciente com peso de 70 kg é de aproximadamente US$9.600,00 (CMS, 2017). Este 
alto custo, porém, se justifica em alguns casos específicos, como em pacientes 
submetidos a transplante de células-tronco hematopoiéticas autólogas e submetidos 
à irradiação corporal total (Panjwani, 2013). 
O laser de baixa intensidade ou fotobiomodulação tem sido utilizado como 
terapia na mucosite, pois controla a dor, estimula a regeneração tecidual e reduz a 
inflamação. O mecanismo de ação envolvido nestes processos ainda não foi 
completamente elucidado, mas acredita-se que se deva principalmente aos efeitos 
provocados nas etapas da inflamação, reduzindo a produção de espécies reativas 
de oxigênio, além de estimular a proliferação de fibroblastos, produção de colágeno 
e outros componentes reparatórios (Zecha et al., 2016). 
Tendo em vista as formas disponíveis atualmente para o tratamento e/ou 
alívio da mucosite oral, pudemos identificar que existe a necessidade do 
desenvolvimento de medicamentos que sejam eficazes e que, além disso, 
apresentem custo acessível. As plantas medicinais representam uma alternativa de 
baixo custo, de viabilidade rápida, que oferecem uma grande quantidade de 
moléculas já implantadas em nossa terapêutica, assim como outras por serem 
descobertas. 
 
2.2 – Acmella oleracea 
A Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen, sinonímia Spilanthes acmella L. Murray, 
pertencente à família Asteraceae, é uma planta originária da América do Sul (Figura 
2) e encontra-se distribuída nos trópicos e subtrópicos, incluindo o norte da 




No Brasil é popularmente conhecida como jambu, abecedária, agrião-do-pará 
e agrião-do-brasil. Em outros países é conhecida como “toothache plant”, “eyeball 
plant” ou “paracress”. Esta espécie é muito utilizada na culinária, principalmente na 
região norte do Brasil, e seu uso, na medicina popular, abrangem desde o 
tratamento de dores de dente e de garganta, até tuberculose e anemia (Favoreto e 
Gilbert, 2010; Lim, 2014). 
 
    
Figura 2 – Folhas e flores de jambu (Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen).  
Fonte: Arquivo pessoal 
 
Diversos compostos estão presentes no nas partes aéreas do jambu, tais 
como os terpenos β cariofileno, limoneno e timol, substâncias fenólicas como o ácido 
vanílico e o ácido trans-ferulico, além de fitoesteróis, polissacarídeos, e outras 
alquilamidas (Ramsewak et al., 1999; Jirovetz et al., 2005; Prachayasittikul et al., 
2013; Nascimento et al., 2013). 
A principal alquilamida encontrada no jambu é o espilantol (Figura 3), 
composto que, ao entrar em contato com a mucosa oral, provoca sensação de 
formigamento, dormência e salivação na boca. O espilantol também está presente 
em espécies das famílias Asteraceae, Solanaceae e Piperaceae (Ley et al., 2006; 
Dubey et al., 2013; Urankar et al., 2013). 
 




 O espilantol é capaz de permear a mucosa e a derme e também age como 
um promotor de absorção, aumentando a permeação de algumas substâncias 
através da derme (Boonen et al., 2010a; Boonen et al., 2010b; De Spiegeleer et al., 
2013; Freitas-Blanco et al., 2016). Recentemente, a absorção intestinal foi 
observada através de experimentos in vitro com células Caco-2 e confirmada 
também in vivo após administração oral em ratos (Veryser et al., 2016) 
O Jambu foi classificado como seguro (Generally Recognized as Safe-GRAS 
nº3783) pela Associação dos Fabricantes de Extratos e Flavorizantes (FEMA – 
Flavor and Extract Manufactures Association) e também pela Autoridade Europeia 
para a Segurança dos Alimentos (EFSA – European Food Safety Authority) e é 
utilizado como flavorizante em diversos produtos, tais como sopas, vegetais 
processados, condimentos, goma de mascar e em dentifrícios (Fema, 2000; EFSA, 
2015).  
Diversas propriedades farmacológicas foram descritas na literatura sobre o 
jambu, tais como diurética (Ratnasooriya et al., 2004; Yadav et al., 2011; Gerbino et 
al., 2016), antipirética (Chakraborty et al., 2010), afrodisíaca (Regatas, 2008; 
Sharma et al., 2011), antimalárica (Pandey et al., 2007; Pandey & Agrawal, 2009; 
Spelman et al., 2011), acaricida (Cruz et al., 2016; Anholeto et al., 2017), e 
gastroprotetora (Nascimento et al., 2013; Maria-Ferreira et al., 2014). 
Vários autores vêm investigando o aspecto de segurança e toxicidade desta 
espécie. Chakraborty et al. (2004) não observaram qualquer efeito tóxico ou 
mortalidade em ratos Wistar tratados por via oral com extrato aquoso das partes 
aéreas (folhas, flores e caules) de jambu até a dose máxima de 3000 mg/kg.  
Sharma et al. (2011) administraram por via oral, extrato etanólico das flores 
de jambu (2000 mg/kg) em ratos Wistar (n=6/sexo) e relataram que, no período do 
estudo (48 h), não houve mortalidade ou alterações comportamentais, como 
sedação, convulsão e hiperatividade. 
Yadav et al. (2011) avaliaram extratos etanólico, de éter de petróleo e de 
clorofórmio das folhas de jambu e não observaram qualquer sinal de toxicidade ou 





Nomura et al. (2013) avaliaram o extrato etanólico das flores frescas de jambu 
em camundongos Swiss machos e relataram que, nas doses de 5, 50 e 500 mg/kg, 
por via intraperitoneal, não houve qualquer sinal de mortalidade ou toxicidade pelo 
período de 7 dias de observação. Os autores relatam, porém, que na dosagem de 
5000 mg/kg os animais apresentaram alterações respiratórias e convulsões, o que 
culminou com a morte de todos os animais em menos de três minutos.  
É interessante observar que esse efeito adverso também foi relatado em outro 
estudo, conduzido por Moreira et al. (1989), no qual o extrato n-hexânico de jambu, 
nas dosagens de 100 e 150 mg/kg, injetado por via intraperitoneal, induziu a 
ocorrência de convulsões tônico-clônicas em ratos.  
Nigrinis et al. (1987) observaram efeito semelhante em estudo feito com 
alquilamida isolada da espécie Spilanthes americana (Mutis), no qual a dosagem de 
140 mg/kg por via intraperitoneal resultou em convulsões seguidas de morte. Estas 
reações são provavelmente devido à via intraperitoneal de administração do extrato, 
uma vez que quando administrado por via oral, não houve qualquer sintoma de 
intoxicação. 
Escobedo-Martinez et al. (2017) avaliaram toxicidade aguda in vivo e a dose 
letal mediana (DL 50 - dose capaz de matar 50% dos animais de um grupo teste) de 
fração enriquecida contendo 95% de espilantol. Os camundongos tratados por via 
oral com doses de 10 e 100 mg/kg foram observados pelo período de 14 dias sem 
apresentar qualquer sinal de toxicidade e a DL 50 por via oral foi determinada em 
775 mg/kg. 
A toxicidade crônica do espilantol foi avaliada por Bauter (2012) o qual tratou, 
por 90 dias, ratos da espécie Sprague-Dawley (n=10/sexo) com 180, 360 e 1200 
mg/kg de espilantol misturados na ração. Durante o período não foram observados 
quaisquer sinais de toxicidade, ou alterações bioquímicas significativas na urina ou 
no sangue dos animais. A única alteração, observada nos animais submetidos à 
maior dose de espilantol (1200 mg/kg), foi hipertrofia da glândula salivar 
submandibular. 
O fato de esta espécie ser considerada segura por agências como a FEMA 
(Flavor and Extract Manufactures Association) e também a EFSA (European Food 




pela população do norte e nordeste brasileiro em sua culinária, demonstra a 
viabilidade do emprego do extrato bruto e composto isolado a partir desta fonte 
vegetal. 
 
2.2.1 – Atividade anti-inflamatória e anestésica do espilantol e de extratos 
provenientes da Acmella oleracea 
A atividade anti-inflamatória e anestésica do espilantol e de extratos 
provenientes do jambu, também já foi alvo de estudo entre vários pesquisadores e 
por esta razão, nos motivou a estudar esta espécie mais profundamente. Sobre as 
propriedades mencionadas, em estudo preliminar conduzido por Chakraborty et al. 
(2004), a atividade anti-inflamatória e analgésica do extrato aquoso das partes 
aéreas da Spilanthes acmella foi avaliada em três modelos experimentais em duas 
espécies de animais. Ratos Wistar e camundongos Swiss receberam as doses de 
100, 200 e 400 mg/kg por via oral. Os autores observaram efeitos anti-inflamatórios 
e analgésicos significantes e de maneira dose-dependente nos modelos de edema 
de pata induzido por carragenina, contorções abdominais induzidas por ácido 
acético e no teste de retirada de cauda (tail flick). 
Em 2005, Ratnasooriya & Pieris demonstraram efeito anti-inflamatório e anti-
hiperalgésico do extrato aquoso de flores frescas de jambu nas dosagens de 500, 
1000 e 1500 mg/kg administradas por via oral em ratos, de maneira dose 
dependente, por meio dos modelos de dor inflamatória aguda e persistente com 
formalina e de hiperalgesia provocada por carragenina. 
O espilantol (1 mg/kg, via intraperitoneal) isolado das raízes da espécie 
Heliopsis longipes (A. Gray) S.F. Blake, pertencente à família Asteraceae e muito 
utilizada no México como condimento, reduziu em 95% o número de contorções 
induzidas por ácido acético quando comparado ao grupo controle. Foi observado 
também efeito antinociceptivo no teste de placa quente (1 mg/kg, via intraperitoneal) 
durante os sessenta minutos de experimento (Cilia-López et al., 2010). 
A atividade anti-inflamatória do jambu foi também observada por Gupta et al. 




de petróleo das flores de jambu em modelo de edema de pata induzido por 
carragenina. Os autores relataram que a atividade anti-inflamatória do gel de jambu 
foi semelhante à do diclofenaco de sódio em gel, e também que a formulação não 
demonstrou qualquer sinal de irritação ou eritema em modelo de irritação de pele em 
ratos. 
Nomura et al. (2013) relataram a atividade antinociceptiva orofacial do extrato 
etanólico das flores frescas de jambu nas dosagens de 10, 30 e 100 mg/kg (via 
intraperitoneal) em camundongos Swiss. Os autores relataram redução das fases 
neurogênicas e inflamatórias nos modelos de formalina e capsaicina e diminuição da 
hiperalgesia no modelo de placa quente. Os autores sugeriram que este efeito esteja 
ligado à modulação ou bloqueio de receptores de potencial transitório TRPV1 e 
TRPA1. 
Outro mecanismo de ação sugerido para o efeito analgésico do espilantol foi 
proposto por Rios et al. (2007), ao observar aumento na liberação do ácido gama-
aminobutírico (GABA) no cérebro de camundongos em contato com 10 µg/mL de 
espilantol. O efeito analgésico do GABA se deve a sua ação inibitória pré-sináptica 
da liberação de neurotransmissores pró-nociceptivos, tais como o glutamato e a 
substância P (Jasmin et al., 2004). 
Em 2008, Wu et al. observaram, por meio de testes in vitro com macrófagos 
RAW 264,7 estimulados com lipopolissacarídeo (LPS), efeito inibitório do espilantol 
(90 e 180 µM) sobre a produção de mediadores pró-inflamatórios, tais como óxido 
nítrico, COX-2, IL-1β, IL-6 e TNF-α. Os autores sugerem que o efeito supressor se 
deve, em parte, a uma diminuição na ativação do NF-κB provocada pelo espilantol, 
uma vez que esse fator está associado à expressão de diversos mediadores pró-
inflamatórios.  
Atividade semelhante foi relatada por Cho et al. (2017), ao avaliarem a 
atividade anti-inflamatória de extrato metanólico de jambu (≤300 µg/mL), também em 
macrófagos RAW 264,7 estimulados com LPS. Os autores relatam inibição na 
produção de óxido nítrico, e redução na expressão de COX-2, IL-1β e IL-6, sem, 




Atividade antiartrítica de fração enriquecida em espilantol (95%) foi descrita 
por Escobedo-Martinez et al. (2017) em modelo in vivo de artrite induzida por 
adjuvante completo de Freund. Espilantol, extraído das raízes da espécie Heliopsis 
longipes (A. Gray) S.F. Blake, foi administrado diariamente, por via oral, a ratos 
Wistar nas concentrações de 2,2 a 20 mg/kg durante 25 dias. Nestas condições, os 
grupos tratados com espilantol apresentaram marcante atividade anti-inflamatória e 
antiartrítica, quando comparados ao controle (fenilbutazona, 80 mg/kg). 
Além da atividade anti-inflamatória e antinociceptiva, foi também avaliada a 
atividade anestésica local do jambu em estudo preliminar publicado em 2010 por 
Chakraborty et al. Estes autores utilizaram o modelo de infiltração anestésica no 
dorso de porquinhos-da-índia (Cavia porcellus), que permite estimar o grau e a 
duração da anestesia de maneira simultânea. Ao final do experimento, os autores 
observaram efeito anestésico de 70,36% e 87,02% do extrato aquoso, 
respectivamente nas concentrações de 10 e 20%, comparados ao controle positivo 
(2% de xilocaína; p < 0,001). 
Andrade et al. (2013) relataram efeito anestésico de pomada contendo 15% 
ou 30% de extrato de jambu em voluntários que, por meio de escala visual, 
avaliaram a dor à punção de uma agulha na mucosa bucal. Os autores também 
avaliaram os batimentos cardíacos, e não observaram diferença estatística no efeito 
anestésico entre o grupo que utilizou a pomada contendo jambu e o grupo controle, 
que utilizou benzocaína 20%, indicando a pomada de jambu como uma alternativa 
segura e efetiva para anestesia tópica oral. 
Em trabalho conduzido por nosso grupo de pesquisa, a atividade anestésica 
tópica do bioadesivo contendo 10% de extrato de jambu foi observada in vivo 
através de teste de retirada de cauda (tail flick) no qual se mostrou semelhante ao 
EMLA® (mistura eutética dos anestésicos lidocaína e prilocaína), formulação muito 
utilizada e considerada, atualmente, como padrão ouro para anestesia tópica 
dermatológica (Freitas-Blanco et al., 2016).  
Ainda dentro do nosso grupo de pesquisa, a atividade tópica anestésica e 
cicatrizante foi também observada in vivo por Yamane et al. (2016) ao avaliarem 




de macela (Achyrocline satureioides Lam. (DC) - Asteraceae) quando comparados 
aos controles positivos (EMLA® e alantoína). 
 Barbas et al. (2016)  avaliaram a atividade sedativa e anestésica de extrato 
das flores de jambu em peixes da espécie tambaqui (Colossoma macropomum). O 
extrato, que continha aproximadamente 65% de espilantol, foi capaz de induzir 
sedação na concentração de 2 mg/L e rápida anestesia (menos de 3 minutos) na 
concentração de 20 mg/L, de maneira segura e resultando em mínimas alterações 
fisiológicas, mostrando-se uma alternativa interessante para uso em piscicultura. 
 Assim sendo, é promissora a utilização do jambu e/ou espilantol como um 
anti-inflamatório e anestésico no que tange a sua aplicação no tratamento da 
mucosite oral.  
 
2.3 – Química Verde 
  
 A preocupação com o meio ambiente, muito em evidência nas últimas 
décadas, levou à geração de protocolos para diminuição da poluição química em 
diversos países.  
 O intuito foi motivar um desenvolvimento autossustentável, para que as 
necessidades atuais não sobrepujassem as necessidades das gerações futuras, 
buscando alternativas que evitassem ou minimizassem a produção de resíduos ao 
invés de tratar o resíduo ao final da linha produtiva (Lenardão et al., 2003). 
 Química verde ou química sustentável trata do desenvolvimento de produtos 
químicos, desde o seu desenho até sua degradação, com o objetivo de reduzir ou 
eliminar a geração de substâncias nocivas à saúde e ao ambiente (Lenardão et al., 
2003; Correa e Zuin, 2012; USEPA, 2013).   
 Existem doze princípios que regem esse conceito, e são apresentados de 






Tabela 2 – Princípios da química verde 
 
Nº Princípios 
1 Evitar a produção do resíduo é melhor do que tratar posteriormente os mesmos. 
2 A síntese de produtos deve maximizar a incorporação de todos os materiais utilizados 
no produto final. 
3 A síntese de um produto deve utilizar e gerar compostos menos perigosos 
4 Os compostos devem possuir a função desejada apresentando a menor toxicidade 
possível. 
5 Substâncias auxiliares, como solventes, devem ser evitadas sempre que possível e 
quando utilizadas devem ser inócuas. 
6 Se possível, os processos químicos devem ser conduzidos à pressão e temperatura 
ambiente. 
7 Sempre que viável deve-se priorizar o uso de matérias-primas renováveis. 
8 A derivatização deve ser evitada ou minimizada quando possível. 
9 Reagentes catalíticos são superiores aos reagentes estequiométricos 
10 Os compostos desenvolvidos devem se degradar de maneira a gerar produtos inócuos 
e que não persistam no ambiente 
11 Desenvolver e aprimorar metodologias analíticas que permitam o monitoramento e 
controle de processos em tempo real, evitando a formação de compostos nocivos 
12 A escolha e utilização de substâncias químicas devem levar em conta sua 
periculosidade a fim de minimizar os riscos de causar acidentes 
   
 A vasta aplicação da química verde pode ser também observada através de 
publicações na área de química analítica na qual, por exemplo, são sugeridos novos 
métodos de preparação da amostra ou da redução do consumo de solventes ao se 
diminuir o diâmetro, tamanho e partícula da coluna cromatográfica empregada 
(Gałuszka et al.,2013; Płotka et al., 2013; Armenta & Guardia, 2016; Filippou et al., 
2017). 
 A escolha adequada de solventes em diferentes ramos de trabalho é de 
extrema importância, uma vez que poderão representar grande impacto ambiental 
(Dunn, 2012). A combinação diclorometano–metanol, frequentemente preferida e 
usada em purificações por muitos pesquisadores, contribui enormemente na 





 O diclorometano está associado à toxicidade humana significativa, tanto 
aguda quanto crônica, afetando os sistemas respiratório, nervoso, cardiovascular, 
hepático e renal, além de ser genotóxico e carcinógeno (Schlosser et al., 2015). Por 
essa razão, a substituição do diclorometano por outro solvente com menor 
toxicidade e maior segurança é imprescindível. Taygerly et al. (2012) oferecem um 
guia de solventes menos tóxicos para a substituição do diclorometano na separação 
de diversos compostos.  
 MacMillan et al. (2012), em estudo semelhante, sugerem o CPME (ciclopentil 
metil éter) como um potencial substituto ao diclorometano nas combinações binárias 
com metanol em purificações. O CPME tem se mostrado uma alternativa promissora 
na cromatografia, pois, além de manter a capacidade de separação cromatográfica 
similar a solventes mais tóxicos, apresenta maior estabilidade, baixa volatilidade e 
hidrofobicidade, e por essa razão é facilmente separado e recuperado da água, 
reduzindo assim as chances de contaminação ambiental. 
 A GlaxoSmithKline (GSK) desenvolveu um guia voltado para a química 
medicinal, onde lista 110 solventes e os classifica de 1 (vermelho) a 10 (verde) em 
diversas categorias que vão desde o impacto ambiental para descartar ou reciclar o 
solvente até os efeitos crônicos na saúde humana devido à exposição ao mesmo. 
 Os autores descrevem também diversas estratégias que foram 
implementadas para aumentar a adoção de solventes verdes, como disponibilizar 
nos laboratórios amostras destes solventes para uso imediato, bem como cópias do 
guia em locais de fácil acesso e visibilidade, como nas mesas e nas capelas de 
exaustão (Henderson et al., 2011).  
 É importante lembrar também que a seleção e substituição de um solvente 
por outro devem levar em conta parâmetros como o rendimento final do produto e os 
gastos energéticos provenientes dessa substituição, para que a sustentabilidade do 
processo se mantenha consistente (Welton, 2015). 
Outra alternativa para extrações mais verdes é a utilização do dióxido de 
carbono supercrítico. O estado supercrítico de uma substância ocorre quando esta 
se encontra a uma temperatura e pressão acima de seus valores críticos (Figura 4), 
e suas propriedades físico-químicas assumem valores intermediários àqueles dos 





Figura 4 - Diagrama de fases 
Fonte: Andrade, 2012. 
 
 Dessa forma, os fluidos supercríticos se difundem de maneira mais eficiente e 
apresentam menor viscosidade do que os líquidos, resultando em extrações mais 
eficientes e sem resíduos químicos no extrato final (Rozzi e Singh, 2002). 
 O dióxido de carbono supercrítico é um solvente amplamente utilizado na 
indústria alimentícia para extrair a cafeína de grãos de café, do chá e de 
flavorizantes presentes em matrizes vegetais. Isto se deve principalmente a sua 
pressão e temperatura crítica moderadas (73,8 bar, 31,1 ºC), que ajudam a prevenir 
a degradação térmica de componentes de alimentos no momento da extração. Além 
disso, o dióxido de carbono não é inflamável, é atóxico, existe em abundância, 
apresenta custo baixo e é praticamente inerte quimicamente (Rozzi e Singh, 2002; 
Erkey, 2011; Andrade, 2012; Peach e Eastoe, 2014). 
 Por essas razões, este trabalho tratou de respeitar os princípios da química 
verde durante as etapas de fracionamento e isolamento do espilantol, utilizando 





3 PROPOSIÇÃO  
 
 Extração do espilantol das partes aéreas da Acmella oleracea por meio de 
técnicas da química verde e avaliação de sua aplicação no tratamento na mucosite. 
 
3.1 – Objetivos Específicos  
- Extrair e isolar o espilantol utilizando técnicas verdes; 
- Avaliar a atividade anti-inflamatória do espilantol em modelos in vitro e in 
vivo;  
- Desenvolver e caracterizar preliminarmente uma formulação contendo 





4 MATERIAL E MÉTODOS 
4.1 – Material 
4.1.1 – Reagentes e solventes 
 Todos os reagentes e solventes utilizados foram de grau analítico ou 
cromatográfico. Foram utilizados Álcool Etílico Absoluto (Synth, São Paulo, BR); 
Dióxido de Carbono (99,9%, White Martins, São Paulo, BR), metanol e acetonitrila, 
grau HPLC (J. T. Baker, Nova Jersey, EUA); água ultrapura obtida a partir do 
sistema de purificação Milli-Q (Millipore, Massachusetts, EUA); carboximetilcelulose 
(média viscosidade, Sigma Aldrich, Missouri, EUA); propilenoglicol (Ecibra, São 
Paulo, BR); hidroxipropilmetilcelulose (Sigma Aldrich, Missouri, EUA); transcutol CG 
(Brasquim, São Paulo, BR); cloridrato de orto-dianisidina (95% pureza), peroxidase 
de rábano e brometo de hexadecil trimetil amônio, todos adquiridos da Sigma 
Aldrich, (Missouri, EUA). 
 
4.1.2 – Equipamentos 
 Os equipamentos empregados foram: equipamento de extração supercrítica 
com fracionamento (Maq’nagua, São Paulo, BR); deionizador (modelo Simplicity, 
Millipore®, Massachusetts, EUA); estufa com ventilação forçada (Fabbe, São Paulo, 
BR); estufa (modelo Precision, GCA, Chicago, EUA); câmara climática (Tecnal 
modelo TE-4003, São Paulo, BR); moinho de facas (Primotécnica, São Paulo, BR); 
sistema de evaporação rotativo (modelo R-215, Büchi, Flawil, SWZ); liofilizador 
(modelo Sentry, VirTis, Pensilvânia, EUA); cromatógrafo Flash CombiFlash® Rf+ 
(Teledyne ISCO, Nebraska, EUA); cromatógrafo Waters® Alliance modelo 2695, com 
detector de arranjo de fotodiodo Waters® modelo 2996; equipamento de ressonância 
magnética nuclear Bruker 9.4 T, modelo AVANCE III;  ultrassom (modelo Bransonic 
220, Branson, Connecticut, EUA); câmara escura ultra violeta (modelo SL-204, 
Solab, São Paulo, BR); balança analítica (modelo AUW220D Shimadzu, Kyoto, JP). 
As análises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram efetuadas em 
cromatofolhas de alumínio (sílica gel 60 F254, Merck, Darmstadt, ALE), microsseringa 




4.1.3 – Material vegetal  
 O material vegetal foi semeado e cultivado no campo experimental do 
CPQBA/UNICAMP, localizado no município de Paulínia, SP (-22° 47' 52" ,-47° 6' 
49"). A identificação foi feita pelo Dr. John F. Pruski do Missouri Botanical Garden. A 
exsicata está depositada no Herbário da UNICAMP, sob nº181452. Também foi 
obtida autorização de acesso e de remessa de patrimônio genético (CGEN) sob nº 
010577/2014-9. 
 
4.2 – Métodos 
4.2.1 – Secagem e moagem do material vegetal 
 As partes aéreas do jambu foram secas em estufa com ventilação forçada por 
48 h a 40 ºC até massa constante (Rodrigues et al., 2006). A moagem foi realizada 
em moinho de facas com peneira de 48 mesh. Após secagem e moagem, o material 
foi mantido em embalagem de papel craft revestido com polipropileno e fechamento 
simples; armazenado em freezer -18 ºC até utilização. Os valores referentes ao 
diâmetro médio das partículas (290 ± 10 µm) bem como o teor de umidade (9,44% ± 
0,22) utilizados no presente trabalho foram determinados por nosso grupo de 
trabalho (Zelioli et al. , 2015). 
4.2.2 – Extração seguida de fracionamento com dióxido de carbono 
supercrítico 
A etapa de extração seguida de fracionamento com dióxido de carbono 
supercrítico foi realizada no laboratório ExTrAE (Laboratório de Extração, 
Termodinâmica Aplicada e Equilíbrio) da Faculdade de Engenharia de Alimentos da 
Unicamp, sob supervisão do Prof. Dr. Fernando Antônio Cabral e com a participação 
do aluno de iniciação científica Ícaro Augusto Maccari Zelioli, bolsista Fapesp 
(processo 2014/07225-0).  
 A extração e fracionamento do jambu para obtenção do espilantol foram 
conduzidas utilizando um extrator de aço inoxidável com leito fixo acoplado a 





Figura 5 – Equipamento de extração e fracionamento com fluido supercrítico. 
  
 É importante frisar que as condições de extração e fracionamento do jambu 
por dióxido de carbono supercrítico desenvolvidas neste trabalho foram 
determinadas utilizando-se como ponto de partida publicações científicas prévias, 
bem como testes conduzidos no ExTrAE por nosso grupo de pesquisa,  que nos 
orientaram sobre os parâmetros a serem avaliados (Cavalcanti, 2008; Dias et al., 
2012; Zelioli et al., 2015). 
 Foram testadas três condições diferentes de fracionamento (Tabela 3), em no 
mínimo duplicata, onde parâmetros como o rendimento de espilantol (massa de 
espilantol/massa de planta*100), teor de espilantol (massa de espilantol/massa de 
extrato*100) presente em cada fração, bem como o rendimento global (massa da 
soma das frações/massa de planta*100) e o rendimento de cada fração (massa do 
extrato de cada separador/massa de planta*100) foram avaliados.   
 
Tabela 3 – Condições de pressão (bar) e temperatura (ºC) empregadas para isolamento do 
espilantol. 








1  100 bar/60 ºC 80 bar/60 ºC 75 bar/60 ºC atm/ambiente* 
2 100 bar/60 ºC 75 bar/60 ºC atm/ambiente* ---- 
3 80 bar/60 ºC 75 bar/60 ºC atm/ambiente* ---- 




 Para estes testes, o jambu, seco e moído (50 g), foi colocado em um cartucho 
de tecido e acondicionado em leito fixo onde houve então a passagem do dióxido de 
carbono nas condições de 300 bar e 60 ºC, sendo esta etapa denominada extração. 
O período de extração foi precedido por um período estático de 30 min para permitir 
um contato inicial do jambu com o solvente de extração. 
 Após passar pelo leito, o dióxido de carbono foi então conduzido para os 
separadores nas condições de pressão e temperatura de acordo com a Tabela 3. 
 Estabeleceu-se a massa de 1,7 kg de CO2 (vazão média de 1 kg h-1) como 
ponto de parada de extração para cada um dos tratamentos, o material precipitado 
em cada separador foi então acondicionado em frasco âmbar e armazenado em 
freezer para análise futura. 
 Para a avaliação do perfil fitoquímico de maneira rápida e prática, foram feitas 
cromatografias em camada delgada com todas as frações, utilizando como fase 
móvel n-hexano:acetato de etila na proporção 70:30 (v:v). As frações foram 
aplicadas em banda com ajuda de microseringa de 10 µL e a detecção dos 
compostos foi feita inicialmente sob lâmpada UV a 254 nm, e, posteriormente, após 
revelação com solução de p-anisaldeído seguida de aquecimento a 100ºC durante 3 
min. 
4.2.3 – Cromatografia Flash 
Frações obtidas previamente por extração seguida de fracionamento com 
dióxido de carbono supercrítico e enriquecidas em espilantol foram reunidas e 
submetidas à Cromatografia Flash em um equipamento CombiFlash® Rf+ (Teledyne 
ISCO, Nebraska, EUA) equipado com coluna RediSep Rf de fase reversa C18 (40-
60 μm; 9,6 cm h x 2,2 cm diâmetro; 40 g) e detector UV-Vis. 
 A fase móvel foi constituída por água ultrapura (solvente A) e etanol absoluto 
(solvente B) e teve como condição inicial de eluição 50% de B por 10 minutos, 
seguido por gradiente linear de 50-100% de B de 10 a 35 minutos, com vazão de 10 
mL/min e coleta de frações com 10 mL cada. O espilantol foi monitorado aos 229 nm 
e as frações foram inicialmente analisadas por meio de CCDs e as que continham 
espilantol foram posteriormente analisadas por HPLC-DAD. O método, utilizando 




por Modarai et al. (2010). Estes experimentos foram realizados no CPQBA na 
Divisão de Química Orgânica e Farmacêutica sob supervisão da Dra. Vera Lucia 
Garcia. 
 
4.2.4 – Análises por HPLC 
As análises por HPLC foram conduzidas em um equipamento Waters® 
Alliance modelo 2695, com detector de arranjo de fotodiodo Waters®, modelo 2996. 
A análise foram baseadas em metodologia adaptada de Castro et al. (2014), 
utilizando coluna Luna Phenomenex® (150 x 4,60 mm, 5μm), fase móvel 
Acetonitrila:Água (30:70, v/v) em modo isocrático, com fluxo de 1 mL/min, e volume 
de injeção de 20 µL. A determinação do teor de espilantol no presente trabalho foi 
feita através da construção de curvas analíticas, utilizando como padrão analítico, 
espilantol adquirido da empresa ChromaDex® com pureza informada de 88,5%. As 
análises foram realizadas no CPQBA na Divisão de Química Orgânica e 
Farmacêutica, sob supervisão da Dra. Marili Villa Nova Rodrigues. 
 
4.2.5 – Análises por RMN 
A identidade do espilantol foi confirmada através de ressonância magnética 
nuclear em equipamento Bruker 9.4 T, modelo AVANCE III, operando a 400 MHz 
(1H) e 100 MHz (13C), utilizando sonda BBI de 5 mm a 25º C, CDCl3 (clorofórmio 
deuterado) como solvente e TMS (tetrametilsilano) como padrão interno. Os 
espectros foram obtidos no Laboratório de Ressonância Magnética Nuclear, do 
Departamento de Química da Universidade Federal de São Carlos, através de 
parceria com o Prof. Dr. Antônio Gilberto Ferreira.  
  
4.3 – Avaliação in vitro do espilantol  
Os testes de avaliação da viabilidade celular em fibroblastos gengivais 
humanos (HGF-1, sigla em inglês), bem como a análise de expressão gênica e de 




CA), sob a supervisão do Prof. Dr. Ramiro Mendonça Murata, através de concessão 
de bolsa de Doutorado Sanduíche à doutoranda Verônica Santana de Freitas Blanco 
(08/2015 a 06/2016 - bolsista Capes nº6211/2015-01). 
 
4.3.1 – Avaliação da Viabilidade Celular 
A citotoxicidade in vitro foi avaliada por meio de método fluorimétrico (O’Brien 
et al., 2000; Silva et al., 2017). Fibroblastos Gengivais Humanos (ATCC® CRL-
2014™), cultivados em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) 
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Lonza, Maryland, EUA) foram 
semeados (1 x 105 células/mL) em uma placa com 96 poços e mantidos em 
incubadora a 37 ºC e 5% de CO2 para crescimento. Após 24 h, aspectos 
morfológicos, bem como a aderência dos fibroblastos a placa foram observados 
através de microscópio invertido (EVOS FL, Life Technologies, CA, EUA). Espilantol 
(1 a 1000 µM/mL ou 221.34 ng a 221.34 µg/mL) foi adicionado ao meio de cultura e 
novamente incubado (37 °C e 5% CO2). Após o período de incubação determinado 
(24, 48 ou 72 h) o meio foi descartado, as células foram lavadas com tampão 
fosfato-salino (PBS, Lonza, Maryland, EUA) e novo meio contendo resazurina foi 
adicionado (CellTiter Blue Viability Assay; Promega Corp, Wisconsin, EUA). A placa 
foi novamente incubada (37 °C e 5% CO2) e após 4 horas o sobrenadante foi 
transferido para nova placa e a fluorescência foi medida em um leitor de microplacas 
(SpectraMax M5; Molecular Devices, California, EUA) com 550 nm de excitação e 
585 nm de emissão. 
4.3.2 – Análise de expressão gênica 
 RNA total foi isolado dos fibroblastos gengivais humanos tratados com 
espilantol (20 µM ou 4,43 µg/mL) utilizando-se o kit Qiagen RNeasyMini Kit (Qiagen, 
California, EUA). A quantidade e a qualidade (razão 260/280) de RNA foram obtidas 
por meio de nanofotometria (NanoPhotometer P360, Implen, California, EUA). Um 
micrograma de RNA foi convertido em cDNA através do kit RT2 First Strand em 
acordo com as orientações do fabricante (Qiagen, California, EUA). 
 O cDNA obtido foi utilizado para a avaliação da expressão gênica por meio de 




implicados na resposta inflamatória e imune (Human Inflammatory Response & 
Autoimmunity kit, PAHS-077Z, Qiagen, California, EUA). A análise foi realizada 
através do portal da Qiagen Sabiosciences, disponível em: 
http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php.  
4.3.3 – Análise de citocinas por ensaio imunoenzimático (ELISA) 
 Doze citocinas e quimiocinas (IL1A, IL1B, IL2, IL4, IL6, IL8, IL10, IL12, IL17A, 
IFNγ, TNFα, GM-CSF) presentes no sobrenadante das culturas de fibroblastos 
gengivais humanos tratadas com espilantol (concentração de 20 e 200 µM ou 4,43 e 
44,23 µg/mL, respectivamente) foram analisadas utilizando-se o kit Human 
Inflammatory Cytokines Multi-Analyte ELISArray (MEH-004A; SABiosciences, 
Maryland, EUA) de acordo com as instruções do fabricante. 
 
4.4 – Avaliação in vivo do espilantol 
4.4.1 – Animais 
Foram utilizados camundongos Swiss machos (25-40 g) obtidos do Centro de 
Bioterismo da UNICAMP (CEMIB) mantidos a 25 ± 2 ºC em ciclos claro-escuro de 12 
h (fase clara iniciando às 7:00 h) e mantidos em biotério com água e ração “ad 
libitum”, por pelo menos 7 dias antes dos experimentos. O experimento foi realizado 
após aprovação do Comitê de Ética no Uso de Animais da UNICAMP sob nº 4534-
1/2017, e o certificado encontra-se anexado a este trabalho (Anexo 1). 
4.4.2 – Modelo de mucosite intestinal em camundongos 
 
O modelo de mucosite intestinal induzida por 5-fluorouracil (5-FU) foi 
realizado conforme metodologia descrita por Hamouda et al. (2017). Este 
experimento foi conduzido no CPQBA na Divisão de Farmacologia, sob supervisão 
do Prof. Dr. João Ernesto de Carvalho e da médica veterinária Dra. Karin Maia 





 Controle negativo - Foram tratados, por via oral (gavagem), com 
veículo (suspensão de 0,2 % de carboximetilcelulose – 5 mL/kg) por 7 
dias e, a partir do quarto dia, receberam solução salina estéril por via 
intraperitoneal (dias 4 a 7);  
 Controle positivo – Foram tratados por via oral (gavagem), com veículo 
por 7 dias, e, a partir do quarto dia, receberam dose de 50 mg/kg de 5-
FU por via intraperitoneal (dias 4 a 7).  
 Grupos 10, 20 e 30 - Foram tratados, por via oral (gavagem), com 
espilantol (10, 20 e 30 mg/kg suspenso em solução de 0,2 % de 
carboximetilcelulose) por 7 dias, e, a partir do quarto dia, receberam 
dose de 50 mg/kg de 5-FU por via intraperitoneal (dias 4 a 7).  
 A Figura 6 ilustra o protocolo experimental utilizado. 
 
Figura 6 – Protocolo experimental para indução da mucosite intestinal com 5-FU. 
 
 No oitavo dia de experimento, foram coletadas amostras de sangue periférico 
de cada animal, em tubos com anticoagulante (EDTA-sódico) direto do plexo retro 
orbital para aferição de citocinas inflamatórias. Os animais foram então eutanasiados 
por aprofundamento da anestesia (combinação de quetamina e xilazina) e 
segmentos do intestino delgado foram retirados para análise morfológica e 
histológica. Amostras desta mesma região também foram congeladas a -80 ºC para 





4.4.3 – Avaliação do consumo de ração e peso corporal 
 O consumo de ração foi determinado diariamente durante todo o período 
experimental através da aferição do consumo da ração em cada gaiola, dividido pelo 
número de animais presentes na mesma, determinando-se assim o consumo de 
ração médio diário para cada animal.  
 Para a determinação do peso corporal, os animais foram pesados diariamente 
e os valores foram expressos como variação de peso (%) em relação ao peso no 
início do período experimental. 
 
4.4.4 – Determinação de citocinas plasmáticas. 
 Os níveis plasmáticos das citocinas IL-1β, IL-6, IFN-y e TNF-α foram 
determinados utilizando imunoensaio multiplex com o kit de ensaios de citocinas 
(Bio-Plex Pro, Bio-Rad, BEL). Imediatamente após a coleta, os tubos contendo 
sangue periférico e o anticoagulante EDTA-sódico foram centrifugados por 15 min a 
1000 g em centrífuga refrigerada a 4 ºC para separação do plasma.  
 O plasma foi então transferido para um novo tubo de polipropileno e 
submetido à nova centrifugação (2000 g, por 10 min, 4 ºC) para remoção de 
quaisquer eventuais precipitados ainda presentes. Após esta etapa, o plasma foi 
aliquotado e armazenado a te -20 ºC até utilização.  
 Para a quantificação das citocinas, o plasma foi diluído uma vez seguindo as 
instruções do fabricante. As medidas foram realizadas em equipamento Bio-Plex 200 
(Bio-Rad, SWE) no Laboratório Central de Tecnologias de Alto Desempenho em 
Ciências da Vida (LaCTAD) da Unicamp. 
 
4.4.5 – Determinação dos níveis da mieloperoxidase (MPO) 
 A determinação da atividade da mieloperoxidase (MPO), uma enzima 




Krawisz et al. (1984). Fragmentos do intestino delgado, na razão de 1:20 (p/v) foram 
suspensos e homogeneizados em tampão de fosfato 50 mM contendo brometo de 
hexadecil trimetil amônio a 0,5% (pH 6,0). As amostras foram então submetidas a 
congelamento e descongelamento por três vezes e então centrifugados a 8300 rpm 
durante 10 min a 4 °C. Os sobrenadantes foram transferidos para uma placa de 96 
poços onde foi então adicionado cloridrato de orto-dianisidina (0,167 mg/mL) em 
tampão fosfato contendo peróxido de hidrogênio (2 μl/ml). As mudanças na 
absorbância a 450 nm foram registradas com um espectrofotômetro. A atividade da 
enzima MPO foi calculada por interpolação em uma curva padrão, realizada com 
peroxidase de rábano. Uma unidade de mieloperoxidase (U) é definida como aquela 
suficiente para degradar 1 μmol/min de peróxido de hidrogênio a 25 °C. Os 
resultados foram expressos como U/g de tecido. 
4.4.6 – Histologia 
 As análises histológicas foram realizadas na Universidade Estadual Paulista - 
UNESP em Rio Claro/SP através de parceria com a Dra. Patrícia Rosa de Oliveira 
do Departamento de Biologia. Segmentos do intestino delgado (jejuno) foram fixados 
durante 24 horas em paraformaldeído a 4%, desidratados em série crescente de 
etanol (50 a 100%), diafanizados em xilol e então transferidos para moldes plásticos 
previamente preenchidos com Paraplast Plus ®. Em seguida, todos os blocos foram 
seccionados em fatias de 7 μm de espessura e coradas com hematoxilina e eosina. 
Foram preparadas 10 lâminas para cada animal e estas foram então examinadas em 
um fotomicroscópio Motic BA300. 
4.5 – Preparo do bioadesivo 
 Com base em testes preliminares e em publicações recentes, diversas 
combinações de polímeros foram avaliadas a fim de determinar a mais adequada 
para a incorporação do espilantol. Os testes preliminares avaliaram características 
como tempo de secagem, friabilidade, maleabilidade, homogeneidade e aspecto 
visual do bioadesivo (Preis et al., 2013; Rana e Murthy, 2013; Borges et al., 2015). 
 A combinação contendo 3,5 % de hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e 2 % de 




2,5 % de transcutol®, se mostrou a mais apropriada, e foi utilizada na confecção do 
bioadesivo neste trabalho. 
 Os polímeros HPMC e CMC foram dissolvidos em água deionizada sob 
aquecimento (60 ± 2 °C) e agitação constante. A mistura foi então mantida em 
repouso para completa eliminação de bolhas e, após 24 h, com o auxílio de um 
homogeneizador (modelo T10 basic, Ultra Turrax®, Staufen, Alemanha), os 
coadjuvantes foram então adicionados junto com o espilantol isolado na 
concentração de 9,7 µg/mg de filme. A fim de obtenção de bioadesivos ainda mais 
homogêneos, a técnica de extensão do hidrogel sobre uma placa de vidro com o 
auxílio de um extensor (Figura 7) foi utilizada. 
 
                      
Figura 7 – Placa de vidro e extensor de acrílico empregados na preparação do bioadesivo. 
 
4.5.1 – Avaliação do bioadesivo 
 4.5.1.1 – Massa, espessura e pH 
 Após secagem em temperatura ambiente, o bioadesivo foi cuidadosamente 
removido da placa de vidro e recortado em quadrados de 1,0 x 1,0 cm. As medidas 
de espessura foram feitas com o auxílio de paquímetro digital (modelo Cal II, Tesa, 
Renens, SWZ) e a massa obtida em balança analítica (Mettler Toledo, São Paulo, 




medindo o pH da solução resultante após 15 min em pHmetro (Micronal , São Paulo, 
BR) calibrado previamente. Todos os testes foram realizados em quadruplicata.  
 
4.5.1.2 – Avaliação do teor de espilantol no bioadesivo 
 Para a avaliação do teor de espilantol no bioadesivo, um quadrado de 
dimensões 1,5 x 1,5 cm foi posto em contato, por 24 h, com 5 mL de metanol grau 
HPLC. Após esse período, uma alíquota foi retirada e o teor de espilantol foi 
determinado por HPLC conforme metodologia descrita no item 4.2.4. Todos os 
testes foram realizados em quadruplicata. 
 
4.5.2 – Estudo de estabilidade acelerada do bioadesivo  
 
Os bioadesivos, acondicionados em embalagens plásticas impermeáveis 
revestidas com alumínio e com fechamento zip, foram submetidos à estufa seca com 
temperatura de 40 ± 1 ºC por 120 dias.  Os bioadesivos foram analisados nos 
tempos 0, 30 e 120 dias nos quesitos aparência, pH e  teor de espilantol. Os testes 
foram realizados como descrito anteriormente em, no mínimo, quadruplicata (Brasil, 
2005). 
 
4.6 – Análise estatística 
 
Os resultados foram submetidos à análise de variância considerando nível de 
significância de 5%. As análises foram feitas no software R versão 3.4.3 (The R 
Foundation for Statistical Computing) e os gráficos foram preparados no GraphPad 





5 RESULTADOS  
5.1 – Extração seguida de fracionamento com dióxido de carbono supercrítico 
 O rendimento global (massa da soma das frações/massa de planta*100) dos 
tratamentos 1, 2 e 3 com dióxido de carbono supercrítico foi, respectivamente, 3,6 ± 
0,8 %; 3,9 ± 0,16 % e 3,13 ± 0,04 %. O rendimento das frações (massa de extrato de 
cada separador/massa de planta*100) obtido em cada um dos tratamentos encontra-
se detalhado na Tabela 4. 
Tabela 4 – Rendimento e teor de espilantol em porcentagem (massa de espilantol/massa de 
extrato*100) das frações nas diferentes condições de pressão e temperatura. (média ± 
desvio padrão). 


















1,89 ± 0,56               
100/60 1,7 ± 0.9 
2,86 ± 0,05 
100/60 
 
2,3 ± 0.4 
2,56 ± 0,01  
80/60 
 
5,1 ± 0.1 
Separador 2 
P(bar)/T(ºC) 
0,82 ± 0,16          
80/60 
 
9,3 ± 1.5 
0,71 ± 0,02 
75/60 
 
19,9 ± 2.7 
0,259 ± 0,04  
75/60 
 
5,4 ± 0.1 
Separador 3 
P(bar)/T(ºC) 
0,35 ± 0,09                    
75/60 4,8 ± 0.2 
0,34 ± 0,09 
atm/amb 
 
12,8 ± 0.4 
0.31 ± 0,01 
Atm/room T 
 
11,1 ± 0.3 
Separador 4 
P(bar)/T(ºC) 
0,59 ± 0,01 
atm/amb  
 
8,3 ± 2.1 -- -- --- --- 
Total 3,6 ± 0,8 4,8 ± 0.22 3,9 ± 0,16 6,4 ± 0.03 3,13 ± 0,04 5,7 ± 0.01 
*atm: atmosférica amb: ambiente 
 O rendimento de espilantol (massa de espilantol/massa de planta*100) obtido 
nos tratamentos 1 e 3 foi muito semelhante, apresentando 0,17 ± 0,05 % e 0,18 ± 
0,01 % de espilantol, respectivamente. O rendimento de espilantol apresentado no 
tratamento 2 se mostrou superior (0,25 ± 0,02 %). 
 O teor de espilantol (massa de espilantol/massa de extrato*100), como pode 
ser observado na Tabela 4, também variou nas diferentes condições de pressão e 




Tratamento 2, apresentou o maior teor de espilantol (19,9 ±2,7 %). Tais diferenças, 
no entanto, não apresentaram significância estatística segundo os testes utilizados 
(Kruskal-Wallis, seguido do teste discriminatório de Dunn ao nível de 5 % de 
significância).  
 As frações obtidas exibiram diferentes colorações, como pode ser observado 
na Figura 8. 
 
Figura 8 – Aspecto visual de três frações provenientes do Tratamento 2. Ao lado, extrato 
etanólico de jambu para comparação. 
 Cromatografias em camada delgada foram realizadas para a avaliação do 
perfil cromatográfico inicial nas frações obtidas por dióxido de carbono supercrítico, 
conforme ilustrado na Figura 9. O extrato etanólico foi incluído afim de comparação. 
 
     (A)   (B) 
Figura 9 – Cromatografia em camada delgada de frações obtidas no Tratamento 2 e 
também do extrato etanólico de jambu. Fase Móvel: n - hexano:acetato de etila 70:30; (v/v). 
(A) revelação em 254 nm; (B) revelação após borrificar com p-anisaldeído/aquecimento. 




 O cromatograma do padrão de espilantol (A) e os cromatogramas das frações 
provenientes do Tratamento 2 estão ilustrados na Figura 10. Neles, é possível 
observar a presença de um pico majoritário, aos 16 minutos, referente ao espilantol. 
 
Figura 10 – Cromatogramas obtidos por HPLC do espilantol e das frações provenientes do 
Tratamento 2. A: padrão de espilantol (pico aos 16 min); B: 100 bar/60 ºC; C: 75 bar/60 ºC; 





5.2 – Purificação do espilantol por meio de Cromatografia Flash 
 As frações enriquecidas em espilantol provenientes da extração e 
fracionamento com dióxido de carbono supercrítico foram reunidas e submetidas à 
purificação através da cromatografia Flash. Nas condições descritas no item 4.2.3, 
foi possível observar região de eluição do espilantol após cerca de 20 min (20 a 30 
min), quando a porcentagem de etanol encontrava-se entre 70 e 80%. O 
cromatograma obtido pode ser observado na Figura 11. 
 
Figura 11 – Cromatograma obtido pelo equipamento Flash. A linha azul no gráfico indica a 
porcentagem empregada do solvente etanol absoluto. Linha vermelha: 229 nm. Linha rosa: 
366 nm.  
  
 As frações referentes a essa região apresentaram coloração amarelada, 
como pode ser observado na Figura 12. A coloração amarela é característica da 
presença do espilantol. 
 




 As frações que continham espilantol foram então analisadas por HPLC e as 
que eram semelhantes foram reunidas. A Figura 13 mostra cromatograma obtido por 
HPLC de uma fração contendo 97,22% de pureza em espilantol. 
           
Figura 13 – Cromatograma obtido por HPLC. O pico referente ao espilantol é observado a 
10,21 minutos, bem como os picos referentes ao diluente (2 min) e impureza (15 min). 
Coluna X Bridge™ Shield C18 (100 x 2.1 mm, 3.5 µm), fase móvel - Acetonitrila: Água 
(40:60, v/v). 
 
 A análise por RMN desta fração confirmou a identidade do espilantol, e os 
valores dos deslocamentos químicos (ppm) e constantes de acoplamento (J) podem 
ser observados na Tabela 5. Estes resultados foram semelhantes aos descritos 
previamente em literatura (Nakatani e Nagashima, 1992; Mbeunkui et al., 2011). 
 
Tabela 5 – Dados de RMN de 13C (100 MHz) e de 1H (400 MHz) para a fração isolada por 
Cromatografia Flash (espilantol). 
Posição do átomo de 
carbono 
13C* 1H* 
1 166,0 >C=O ------ 
2 124,1  CH 5,80 (dt J=15,3 e 1,4 - 1H) 
3 143,6  CH3 6,82 (dt J=15,3 e 6,7 - 1H) 
4 32,1    CH2 2,37 – 2,22 (m - 2H) 
5 26,4    CH2 2,37 – 2,22 (m - 2H) 
6 127,7  CH 5,26 (td J=10,8 e 0,7 - 1H) 




8 126,7  CH 6,29 (dddq J=15,0; 10,8, 1,7 e 1,1 - 1H) 
9 130,0  CH 5,70 (dqt J=15,0, 6,8 and 0,7 - 1H) 
10 18,3    CH3 1,78 (ddt J=6,8, 1,7 and 0,7 - 3H) 
1’ 46,9    CH2 3,15 (dd J=6,8 and 6,2 - 2H) 
2’ 28,7    CH 1,80 (hept J=6,8 - 1H) 
3’,4’ 20,1    CH3 0,92 (d J=6,8 - 6H) 
NH ------ 5,56 (sl - 1H) 
*deslocamento químico em ppm, J em Hz. dt (duplo tripleto), m (multipleto), td (triplo dupleto), tl 
(tripleto largo), dddq (duplo duplo duplo quarteto), dqt (duplo quintupleto), ddt (duplo duplo tripleto), dd 
(duplo dubleto), hept (hepteto), sl (singleto largo). 
  
5.3 – Avaliação in vitro do espilantol  
 No que se refere à viabilidade celular, foi possível observar diminuição 
significativa somente em fibroblastos expostos à dose mais alta de espilantol testada 
(1000 µM), nos tempos de 48 e 72h, como pode ser observado na Figura 14. 

































Figura 14 – Viabilidade de Fibroblastos Gengivais Humanos (HGF-1) expostos a diferentes 
concentrações de espilantol comparados a grupo controle (veículo). ANOVA seguido por 





 Com base neste resultado, para as análises seguintes, utilizou-se 
concentração de espilantol de 200 µM ou inferior, já que nestas concentrações não 
houve qualquer sinal de toxicidade celular nos fibroblastos.  
 Sendo assim, para a avaliação dos efeitos do espilantol na regulação da 
expressão gênica em fibroblastos, optou-se por focar em painel com 84 genes 
relacionados à resposta imune e inflamatória humana. Após a análise, dentre os 84 
genes testados, foi possível identificar 5 genes diferencialmente expressos, como 
pode ser observado na Tabela 6.  
 
Tabela 6 – Fator de alteração (fold change) de genes diferencialmente expressos em 




SELE Selectina E -5,6689 
CCL17 Quimiocina (Motivo C-C) ligante 17 -5,4283 
IL9 Interleucina 9 -3,2344 
TNFSF14 
Fator de Necrose Tumoral - Membro 14 
da Superfamília de Ligantes 
-2,8856 
CXCL1 Quimiocina (Motivo C-X-C) ligante 1 -2,1039 
 
 Além do estudo dos efeitos do espilantol sobre a expressão gênica, é 
importante também avaliar os níveis de proteínas efetivamente produzidas. Para 
isso foram medidos os níveis de 12 citocinas envolvidas diretamente no processo 
inflamatório (IL1A, IL1B, IL2, IL4, IL6, IL8, IL10, IL12, IL17A, IFNg, TNF-α e GM-
CSF).  
 Após exposição ao espilantol nas concentrações de 20 µM e 200 µM por 48h, 
não foi possível observar alterações significativas nos níveis destas citocinas quando 





5.4 – Avaliação in vivo do espilantol 
 Os animais submetidos à administração repetida de 5-FU 
apresentaram diminuição no consumo de ração a partir do quarto dia experimental, 
como pode ser observado na Figura 15. Esta diminuição, porém, não foi 
estatisticamente significante (Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn) 





Controle Neg Controle Pos
















Figura 15 – Variação no consumo de ração por animal (gramas) em modelo de mucosite 
intestinal induzida por 5-FU e tratados com espilantol em diferentes concentrações (10, 20 e 
30 mg/kg). Média ± Desvio Padrão. n=6-7. (Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de 
Dunn)  
 
Pode-se observar também perda de peso de maneira gradual, sendo esta 
perda mais evidente no sétimo dia experimental, conforme Figura 16.  























Figura 16 – Variação da porcentagem de peso de animais com mucosite intestinal induzida 
por 5-FU e tratados com espilantol em diferentes concentrações (10, 20 e 30 mg/kg). Média 
± Desvio Padrão. n=6-7. ANOVA de único fator, seguido do teste de Dunnet. 
  
 A perda de peso dos animais também não apresentou diferença estatística 
entre os grupos (ANOVA de único fator, seguido do teste de Dunnet). Além da perda 
de peso e diminuição no consumo da ração, os animais que receberam 5-FU 
apresentaram também diarreia, em grau leve a moderado, a partir do sexto dia 
experimental.  
 Na análise do plasma periférico dos animais, não foi possível detectar 
nenhuma das citocinas (Il-1β, IL-6, TNF-α e IFN-ɣ) testadas. 
 Quanto aos níveis de mieloperoxidase, foi possível observar redução, de 
maneira estatisticamente significante, no grupo tratado com 30 mg de espilantol, 
conforme pode ser observado na Figura 17. 















Figura 17 – Variação dos níveis de mieloperoxidase (U/g tecido) em modelo de mucosite 
intestinal induzida por 5-FU e tratados com espilantol em diferentes concentrações (10, 20 e 
30 mg/kg). Média ± erro padrão. ANOVA seguida por teste de Dunnett, ** P < 0,002 
comparado ao controle negativo; * P < 0,05 comparado ao controle positivo. 
 
A análise histológica do intestino dos camundongos com mucosite intestinal 
induzida por 5-FU e tratados com espilantol revelou que, no grupo controle positivo, 
a administração do 5-FU induziu alterações na mucosa intestinal, traduzida pela 




observada na Figura 18 (B). Essas alterações ficam ainda mais evidentes quando 
comparadas ao controle negativo (A), no qual a integridade tecidual está mantida. 
 
Figura 18 – Secções histológicas do intestino delgado de camundongos em modelo de 
mucosite intestinal induzida por 5-FU e tratados com diferentes concentrações de espilantol. 
Controle Negativo (A); Controle Positivo 5-FU (B); Espilantol 10 mg (C); Espilantol 20 mg 
(D); Espilantol 30 mg (E). 50 µm de aumento. 
  
Através da análise histológica é possível observar que o grupo tratado com 10 
mg de espilantol (Figura 18 – C) já começa  a apresentar modificações em 
comparação ao grupo controle positivo, com camada muscular maior que a do grupo 
controle e submucosa mais organizada. 
Nos animais tratados com 20 mg de espilantol (Figura 18 – D), o intestino 
mostra vilosidades e criptas maiores do que aquelas encontradas no grupo controle 
e no grupo tratado com 10 mg de espilantol. No entanto, as vilosidades são 




Os animais tratados com 30 mg de espilantol (Figura 18 – E) apresentaram 
diversos indícios de recuperação intestinal com vilosidades menos irregulares e em 
maior número. 
A altura da vilosidade do grupo tratado com 30 mg/kg de espilantol também 
foi estatisticamente maior, quando comparada ao grupo controle positivo (5-FU), 
como pode ser observado na Figura 19.  
 






















Figura 19 – Variação na altura das vilosidades do intestino delgado de camundongos com 
mucosite intestinal induzida por 5-FU e tratados com espilantol em diferentes concentrações 
(10, 20 e 30 mg/kg). Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn # P < 0,0068 quando 
comparado ao grupo controle negativo. * P < 0,0044 quando comparado ao grupo controle 
positivo. Média ± desvio padrão. 
 
5.5 – Avaliação dos bioadesivos 
 A combinação de polímeros (3,5 % de HPMC e 2 % de CMC), bem como a 
adição dos coadjuvantes propilenoglicol e transcutol nas proporções de 2,5 % cada, 
se mostrou ideal na obtenção de uma formulação em gel com boa viscosidade, 
permitindo um uniforme e fácil espalhamento pela placa.  
 Após secagem, o bioadesivo foi facilmente removido da placa, apresentou 





Figura 20 – Aspecto de bioadesivo contendo espilantol após corte. 
 
 O pH obtido foi de 6,48 ± 0,09, a espessura foi de 0,170 ± 0,004 mm e a 
massa de 0,0200 ± 0,0004 g, indicando boa homogeneidade do filme obtido. 
 A estabilidade da formulação foi avaliada pelo período de 120 dias e o teor de 
espilantol, bem como o pH, foram aferidos nos dias 0, 30 e 120 e os resultados 
estão descritos na Tabela 7.   
  
Tabela 7 – Avaliação do pH e do teor de espilantol nos bioadesivos de jambu . 
Bioadesivo com espilantol 
Dias 
0 30 120 
pH 6,48 ± 0,09 6,50 ± 0,04 6,52 ± 0,03 
Teor de Espilantol  
(µg/mg) 9,17 ± 0,39 8,70 ± 0,22 7,20 ± 0,49* 
(n=4) Média ± desvio padrão. ANOVA de único fator, seguida do teste de Dunnet *(p-valor = 
0,0001) quando comparado com o tempo 0. 
 
 Durante o período de tempo investigado, o pH manteve-se estável, porém o 
teor de espilantol apresentou redução significativa (ANOVA de único fator, seguida 
do teste de Dunnet p=0,0001), após 120 dias de armazenamento em estufa a 40 ºC, 







 Uma série de operações é necessária para separar os princípios ativos 
desejados de uma matriz vegetal. Estudos feitos com o intuito de desenvolver 
métodos de extração que resultem em produtos de melhor qualidade, livres de 
solventes tóxicos, obtidos por tecnologias de separação ditas “limpas” ou “verdes” 
estão em grande demanda e são de grande apelo comercial (Cavalcanti, 2008; 
Bernardo-Gil, 2013). 
 Nesse contexto, a utilização de fluidos supercríticos na extração de 
compostos bioativos é uma alternativa promissora. Um fluído supercrítico apresenta 
densidade e viscosidade diferenciadas e por essa razão consegue penetrar no 
material sólido de maneira mais efetiva que solventes líquidos, o que resulta em 
maior difusão, extrações mais rápidas e sem resíduos tóxicos no extrato final 
(Pereda et al., 2007; Bernardo-Gil, 2013). 
 A extração da Acmella oleracea utilizando dióxido de carbono supercrítico já 
foi descrita previamente (Cavalcanti et al., 2008; Dias et al., 2012, Dias et al., 2017), 
porém, até o momento, a extração seguida de fracionamento ainda não foi relatada. 
 A extração seguida de fracionamento por fluido supercrítico é um conceito 
conhecido e que pode ser útil para melhorar a seletividade das extrações. Esta 
técnica explora as diferentes solubilidades de compostos extraídos por fluído 
supercrítico, uma vez que esta seletividade pode ser manipulada variando-se as 
condições de temperatura e pressão de separadores em série acoplados ao sistema 
extrativo (Reverchon e De Marco, 2006).  
 Baldino et al. (2018) utilizaram extração seguida de fracionamento com 
dióxido de carbono supercrítico para concentrar princípios ativos de interesse 
presentes na arruda (Ruta graveolens) de maneira seletiva e com melhor 
rendimento, quando comparado a extração tradicional feita com acetato de etila. 
Processo semelhante é utilizado para extração e fracionamento do gengibre 
(Zingiber officinale) e também do alecrim (Rosmarinus officinalis) (Yodung et al., 
2000; Zibetti et al., 2013). 
 O espilantol encontra-se distribuído de maneira variável em toda a parte 




et al. 2015). Neste trabalho, optou-se pela utilização de toda a parte aérea ao invés 
de somente as flores, pois estaria mais próximo de uma possível aplicação 
industrial, já que a separação do material implicaria em aumento de custos. 
 Outro aspecto importante e que também deve ser levado em conta é o 
tamanho da partícula utilizada, pois esta desempenha um papel determinante nos 
processos de extração e, partículas muito pequenas ou muito grandes podem 
resultar em perda de eficiência e rendimento do processo. O tamanho das partículas 
utilizadas neste trabalho (290 ± 10 µm) encontra-se dentro dos valores 
recomendados por outros autores para extração supercrítica (Reverchon e De 
Marco, 2006; Cavalcanti, 2008).   
 O rendimento global dos tratamentos com dióxido de carbono supercrítico 
obtidos no presente trabalho foram semelhantes entre os diferentes tratamentos 
(3,65% ± 0,8; 3,92% ± 0,16 e 3,13% ± 0,04; tratamento 1, 2 e 3, respectivamente), e 
encontram-se próximos aos valores relatados por outros autores. 
 Cavalcanti (2008) obteve rendimento de 4,53% utilizando as partes aéreas de 
jambu nas condições de 276 bar e 40ºC, enquanto Dias et al. (2012) obtiveram 
rendimento global de 4,82% para as flores e de 1,59% para as folhas de jambu nas 
condições de 250 bar e 50ºC.  
 Estes resultados revelam que os valores de rendimento para o jambu podem 
variar de acordo com a parte da planta empregada, temperatura e também conforme 
as diferentes condições de pressão, como pode ser visto nos resultados presentes 
na Tabela 4, onde, alterações de pressão e temperatura resultaram em diferenças 
expressivas no rendimento. Modificações nestes parâmetros abrem espaço para 
otimização do processo de extração seguida de fracionamento do jambu e devem 
ser exploradas em trabalhos futuros. 
 Quanto ao teor de espilantol, o tratamento 2 apresentou rendimento superior 
aos outros dois tratamentos avaliados, com 0,25% ± 0,02 de espilantol em base 
seca. Cavalcanti (2008) obteve rendimento de espilantol similar, 0,27% nas 
condições de pressão de 276 bar e 40ºC, porém, este valor foi obtido somente após 
um período de 600 minutos de extração, comparado aos 120 minutos aqui 




dióxido de carbono supercrítico pode ser uma alternativa para obtenção de extratos 
enriquecidos em espilantol. 
 Outro aspecto importante e que deve ser levado em conta, além do 
rendimento e do teor de espilantol, é a aparência do extrato obtido. Extratos com 
coloração verde escura apresentam menor valor mercadológico, já que possuem 
aplicação industrial limitada (Cavalcanti, 2008). A fração com maior teor de espilantol 
obtida no presente trabalho (Figura 12 – Fração 2/Tratamento 2) apresentou 
coloração amarelo claro, o que a torna desejável e com maior valor agregado. 
 As frações enriquecidas em espilantol foram então submetidas a isolamento 
por meio de Cromatografia Flash, técnica amplamente utilizada para separação de 
substâncias de uma mistura complexa, que emprega ar pressurizado na eluição do 
solvente pela coluna. Esta técnica foi descrita pela primeira vez em 1978 por Still et 
al., e permite a utilização de quantidades maiores de amostra e  redução significativa 
do tempo na purificação, uma vez que a separação ocorre de maneira mais rápida 
que a cromatografia em coluna convencional (Roge et al., 2011).  
 Inicialmente empregada na purificação de compostos provenientes da síntese 
orgânica, a cromatografia Flash vem também sendo utilizada no isolamento de 
bioativos contidos em diferentes espécies vegetais, tais como a Curcuma 
zanthorrhiza, Piper nigrum, Salvia milthiorrhiza (Weber et al., 2011), Aloe 
barbadensis (Zhong et al., 2014) ou Taxus wallichiana (Tao et al., 2017). 
 A utilização da cromatografia Flash para purificação de compostos presentes 
na Acmella oleracea já foi descrita por outros autores. Prachayasittikul et al. (2009), 
utilizando como eluente misturas de clorofórmio e metanol, isolaram compostos com 
atividade antimicrobiana e antioxidante presentes em extrato metanólico de Acmella 
oleracea.  
 No que tange o isolamento do espilantol, López-Martínez et al. (2011), 
utilizaram a cromatografia Flash para isolar diversas alquilamidas, dentre elas o 
espilantol,  provenientes de extrato acetônico das raízes de Heliopsis longipes. 
Neste trabalho, os autores empregaram n-hexano e diclorometado (70:30) como 




  Mbeunkui et al. (2011) também fizeram uso da cromatografia Flash para 
isolar o espilantol proveniente de frações obtidas por cromatografia de partição 
centrífuga, utilizando um gradiente de n-hexano e acetato de etila. 
 Spelman et al. (2011) relataram também o isolamento do espilantol em 
equipamento CombiFlash, porém utilizando como eluentes ácido acético 1% e 
acetonitrila (50:50) de maneira isocrática, e obtiveram espilantol com pureza 
estimada em 84%.  
 Ao nosso conhecimento, esta é a primeira vez em que o espilantol é isolado 
por meio de Cromatografia Flash utilizando água e etanol como eluentes. Vale 
ressaltar ainda que o processo se deu de maneira rápida (35 min) e resultou em alta 
pureza do composto (97% por HPLC), mantendo os princípios da química verde. 
 Logo após a administração de quimioterápicos ou da radioterapia, é possível 
observar apoptose aguda de fibroblastos na submucosa, antes mesmo de qualquer 
sinal clínico externo, como eritema ou ulceração. Dessa forma, a apoptose de 
fibroblastos está diretamente envolvida nos primeiros estágios do desenvolvimento 
da mucosite oral (Sonis, 2007).   
 Diante da importância dos fibroblastos para o desenvolvimento da mucosite 
oral, optou-se pela utilização desta linhagem celular para avaliação da citotoxicidade 
do espilantol.  
 Experimentos de viabilidade celular in vitro com espilantol foram relatados 
previamente por Wu et al. (2008) em linhagem de macrófagos murinos (RAW 264.7), 
nos quais, a viabilidade celular foi maior que 90% em doses de até 180 µM por 24h. 
 Gerbino et al. (2006) observaram, em células embrionárias de tecido renal 
(HEK-293), viabilidade aproximada a 80% em células expostas a espilantol na 
concentração de até 100 µg/mL (aproximadamente 450 µM) por 24 h. Nas 
concentrações acima deste valor, os autores observaram redução de 50% até 90% 
(900 a 1800 µM, respectivamente) na viabilidade celular. 
 Esta é a primeira vez em que se avalia o efeito do espilantol na viabilidade de 
fibroblastos humanos orais. Foi possível observar alterações significativas na 




concentração mais alta testada (1000 µM), demonstrando a baixa citotoxicidade do 
espilantol ao tecido humano oral. 
 Uma vez que a mucosite provocada por quimioterápicos e radioterápicos 
resulta em diversas alterações celulares, inclusive nos níveis de quimiocinas e 
citocinas inflamatórias (Sultani et al., 2012) é interessante avaliar os efeitos do 
espilantol sobre os genes envolvidos neste processo. 
 Dentre os genes com alteração na expressão, o gene referente à Selectina E 
foi o que apresentou o maior hipoexpressão (fold change de -5,67). A proteína 
codificada por este gene é encontrada em células endoteliais estimuladas por 
citocinas e tem papel importante no processo de rolagem, sinalização celular e 
quimiotaxia, mediando à adesão de leucócitos sanguíneos nos locais de inflamação 
(Barthel et al., 2007; Zarbock e Ley, 2009).  
 Foi possível observar também alterações na expressão gênica das 
quimiocinas CCL17 e CXCL1. As quimiocinas pertencentes à família CC estimulam 
principalmente monócitos, linfócitos, basófilos e eosinófilos e, por essa razão, são 
importantes na inflamação crônica e alérgica. As quimiocinas CXC, também 
conhecidas como as alfa-quimiocinas, estimulam principalmente a quimiotaxia de 
neutrófilos e são potentes angiogênicos (Guerreiro et al., 2011; Palomino e Marti, 
2015). 
 A proteína codificada pelo gene TNFSF14, também conhecida como LIGHT, é 
um membro da superfamília de Fator de Necrose Tumoral (TNF) e atua na regulação 
da resposta imune, através da ativação de células T e também na indução de 
células tumorais (Wang et al., 2009). 
 A IL-9, citocina descrita pela primeira vez no final da década de 80, atua de 
maneira pleiotrópica em mastócitos e linfócitos, tem papel especial na asma e 
também em infecções provocadas por parasitas (Renauld e Snick, 2003; Goswami e 
Kaplan, 2011). 
 Essas alterações provocadas pelo espilantol na expressão de alguns genes 
podem servir como um indicativo de seu mecanismo de ação e deverão ser 




 As alterações nos níveis dessas citocinas foram observadas por Wu et al. 
(2008) somente nos macrófagos estimulados com LPS, e encontram-se de acordo 
com os resultados observados no presente trabalho, no qual os fibroblastos 
expostos ao espilantol (20 e 200 µM) e que não sofreram estimulação prévia com 
LPS ou outra endotoxina, não tiveram seus níveis de citocinas alterados.  
 Esses resultados demonstram que o espilantol parece não modificar de 
maneira intrínseca os níveis de algumas proteínas inflamatórias in vitro, atuando 
somente após estimulação prévia.  
 Para a avaliação in vivo do espilantol, utilizou-se o modelo de mucosite 
intestinal induzida por 5-FU. O 5-Fluorouracil, fármaco descoberto na década de 
1950, atua ao interferir com a síntese proteica e de DNA, alterando dessa forma o 
metabolismo e divisão celular. Ainda hoje é considerado um fármaco de extrema 
importância para o tratamento de diversos tipos de cânceres, tais como o de mama, 
cabeça, pescoço, estômago, colorretal e de pâncreas (Longley et al., 2003; Lee et 
al., 2016). 
 A monoterapia com o 5-FU ou sua combinação com outros quimioterápicos 
em pacientes oncológicos geralmente resulta em diversos efeitos colaterais, tais 
como náusea, vômito, mucosite oral e intestinal e também diarreia (Peterson et al., 
2011; Soveri et al., 2014). 
 Diversos estudos empregaram o 5-FU como fármaco indutor de mucosite em 
modelos in vivo, seja com o intuito de avaliar diferentes tratamentos para a mucosite, 
ou para um maior entendimento da mesma (Bastos et al., 2015; Pereira et al., 2016; 
Kato et al., 2017). 
 No presente trabalho foi possível observar que todos os animais expostos ao 
5-FU apresentam diminuição no consumo de ração, perda de peso e também 
diarreia, o que também foi observado por outros autores em modelos de indução de 
mucosite (Song et al., 2013; Whittaker et al., 2016). O processo inflamatório severo 
gerado pela mucosite induzida pelo 5-FU pode afetar a ingestão alimentar, que, 
associado à perda na capacidade de absorção intestinal, resulta em perda de peso e 




 Os níveis das citocinas pró-inflamatórias IL-1β, IL-6, TNF- α e IFN-ɣ estão 
frequentemente elevados após a administração de quimioterápicos. Desta forma, a 
redução na atividade destas citocinas pode servir como um marcador confiável da 
recuperação tecidual e do efeito anti-inflamatório de um determinado tratamento. 
(Chen et al., 2006; Logan et al., 2007). 
 Estas citocinas são algumas das que estão implicadas na complexa 
fisiopatologia da mucosite, e contribuem com o aumento da severidade da mesma, 
ao aumentar, por exemplo, a permeabilidade intestinal, o que leva à maior exposição 
deste tecido a patógenos e consequentemente a maior toxicidade (Wardill et al., 
2012). 
 Yeung et al. (2015) observaram aumento significativo nos níveis séricos do 
IFN-ɣ, IL-6 e TNF-α em camundongos Balb/c submetidos a 5 dias de tratamento com 
5-FU (30 mg/kg/dia, via ip). Resultados semelhantes foram descritos por Chen et al. 
(2016), onde os níveis plasmáticos de TNF-α e IL-1β de camundongos da linhagem 
kunming estavam aumentados após 4 dias de administração de 5-FU (60 mg/kg/dia, 
via ip). 
 No presente trabalho, onde um esquema de indução de mucosite semelhante 
foi utilizado (50 mg/kg/dia, por 4 dias, via ip), não foi possível detectar nenhuma das 
quatro citocinas avaliadas (Il-1β, IL-6, TNF-α e IFN-ɣ) no plasma de camundongos 
Swiss, o que levanta a hipótese de uma menor susceptibilidade desta linhagem 
quando comparada as linhagens Balb/c ou kunming na inflamação sistêmica 
provocada pelo 5-FU. 
 A mieloperoxidase, enzima encontrada em neutrófilos e, com menor 
frequência em monócitos e macrófagos, é comumente utilizada como marcador do 
processo inflamatório intestinal, uma vez que sua atividade está diretamente 
relacionada ao número de neutrófilos presentes no tecido inflamado (Masoodi et al., 
2011).  
 Chang et al. (2012) observaram níveis elevados de MPO em modelo de 
mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos da linhagem Balb/c, e 
aumento nos níveis desta enzima também foram observados em tecido lingual de 




 Neste estudo, o grupo tratado com 5-FU (controle positivo) também 
apresentou níveis elevados de MPO quando comparado ao grupo controle negativo. 
Foi possível observar também que o espilantol, na dosagem de 30 mg/kg, foi capaz 
de reduzir a atividade da mieloperoxidase, quando comparada ao grupo controle 
positivo (5-FU), o que indica, que nesta dosagem, o espilantol se mostrou capaz de 
reduzir a inflamação provocada pelo 5-FU. 
 Quanto ao estudo histológico, foi possível observar que no grupo tratado com 
5-FU (controle positivo) houve diminuição significativa na altura das vilosidades 
intestinais. Estas alterações provocadas pelo 5-FU também foram observadas por 
outros autores e indicam injúria intestinal intensa característica da mucosite (Dos 
Santos Filho et al., 2015; Kato et al., 2017). 
 A administração diária do espilantol exerceu efeito protetor contra os danos 
intestinais induzidos pelo 5-FU, ao atenuar a redução na altura das vilosidades 
intestinais, sendo que, este efeito se mostrou mais evidente nos animais tratados 
com 30 mg/kg de espilantol. 
 Este efeito protetor ou curativo apresentado pelo espilantol pode ser devido a 
sua atividade inibitória em citocinas pró-inflamatórias chaves no processo 
fisiopatológico da mucosite (Wu et al., 2008), que em conjunto, reduzem a toxicidade 
intestinal provocada pelo 5-FU. 
 A escolha do bioadesivo como forma farmacêutica adequada para o 
tratamento da mucosite oral está ligada a diversas vantagens apresentadas pelo 
mesmo. Além de atuar como uma barreira física, protegendo a superfície ulcerada e 
consequentemente, reduzindo a dor, o bioadesivo também tem a vantagem de 
permanecer por maior tempo no local aplicado, reduzindo a frequência de aplicação 
e proporcionando maior controle da dose, o que não ocorre, por exemplo, com 
formulações em gel ou pomadas, que tendem a se espalhar pela boca com maior 
facilidade (Gilhotra et al., 2014).  
 Outras vantagens de fármacos bucoadesivos são sua fácil aplicação, devido a 
seu pequeno tamanho e espessura, podendo ser administrados tanto para pacientes 
geriátricos quanto pediátricos, de forma não invasiva. Além disso, o rápido início de 




na redução de efeitos gastrointestinais adversos provocados por alguns fármacos 
(Morales e McConville, 2011). 
 Para que um bioadesivo seja considerado adequado, este deve ser flexível, 
elástico, se adequar aos movimentos bucais sem causar desconforto ao paciente e 
deve possuir bioadesividade suficiente para permanecer na boca pelo tempo de 
ação desejado (Bruschi e Freitas, 2005). 
  Um polímero é geralmente utilizado como agente mucoadesivo, e atua de 
forma a proporcionar a retenção da forma farmacêutica com a mucosa oral. Dentre 
os polímeros mucoadesivos comumente utilizados em formulações deste tipo, estão 
o álcool polivinílico (PVA), a carboximetilcelulose (CMC), a hidroxipropilmetilcelulose 
(HPMC), a hidroxietilcelulose (HEC), o alginato de sódio, a quitosana, dentre outros 
(Salamat-Miller et al., 2005; Puratchikody et al., 2011). 
 Apesar de os polímeros serem os principais componentes em uma 
formulação oral, a adição de excipientes algumas vezes se faz necessária (Borges 
et al., 2015). Plastificantes, como glicerina, propilenoglicol ou polietilenoglicol, são 
excipientes que suavizam a rigidez estrutural do filme bioadesivo, aumentando sua 
maleabilidade. Os plastificantes devem ser adicionados, quando necessário, de 
maneira criteriosa, uma vez que, em excesso, podem resultar em diminuição da 
adesividade da formulação oral (Karki et al. 2016). 
 A carboximetilcelulose (CMC) e hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) são 
derivados da celulose muito utilizados como aditivos na indústria alimentícia, pois 
atuam como emulsificantes e espessantes em molhos, caldos e xaropes. Por 
possuírem a capacidade de produzir soluções transparentes exigidas nessa 
categoria de produtos, atuam melhorando as propriedades organolépticas de 
diversos produtos alimentícios, proporcionando sensação bucal agradável e 
aumentando a percepção de sabor (Coffey et al., 2006). 
 Além do seu uso na indústria alimentícia, os polímeros HPMC e CMC são 
também empregados na manufatura de fármacos bucoadesivos que englobam 
desde o tratamento de náusea e vômito, esquizofrenia, disfunção erétil e Alzheimer 
até o manejo da dor crônica ou provocada pelo câncer (Borges et al., 2015; Silva et 




 Diante disto, a formulação desenvolvida neste estudo apresentou 
características desejáveis para uma possível aplicação na mucosite oral, uma vez 
que se mostrou de fácil manipulação e com bom aspecto visual. Além disso, os 
níveis de pH obtidos encontram-se dentro do pH fisiológico da mucosa oral (Pather 
et al., 2008) e se mostraram estáveis durante todo o período de observação (120 
dias). 
 Quanto ao espilantol presente na formulação, foi possível observar que por 
pelo menos 30 dias, o teor de espilantol se manteve estável e dentro dos padrões 
aceitáveis (até 5% de variação do teor inicial) havendo redução significativa no teor 
quando a formulação foi avaliada no tempo de 120 dias. 
 O estudo de estabilidade acelerada, além de dar subsídios para 
estabelecimento de um prazo de validade e sugerir as condições de 
armazenamento, é um parâmetro imperativo para avaliar o comportamento do 
produto em determinado espaço de tempo. Dentre os fatores que influenciam a 
degradação de um produto, a temperatura pode ser considerada como o fator 
ambiental mais importante, e na maior parte dos casos, aumentos de temperatura 
resultam em maior degradação química (Castro e Chinchilla, 2009). 
 Estudos anteriores mostraram boa estabilidade do espilantol contido na planta 
ou em extrato etanólico em diferentes condições de temperatura (Bae et al., 2012; 
Freitas-Blanco et al., 2016; Barbosa et al., 2017), porém, quando isolado, a 
estabilidade do espilantol é diminuída consideravelmente (Albin e Simons, 2010), o 
que nos leva a crer que a inclusão de um conservante deve ser mandatória em 
etapas futuras no desenvolvimento farmacotécnico. 
 Uma vez que a formulação desenvolvida neste estudo manteve-se íntegra e 
com pH estável durante o período estudado, a adição de conservantes em 
formulações futuras deve ser considerada para que não haja degradação do 







 7 CONCLUSÃO 
 
 A combinação da extração e fracionamento com dióxido de carbono 
supercrítico e cromatografia Flash, possibilitou a obtenção de espilantol com alto 
grau de pureza cromatográfica (teor por HPLC em 97,22%) mantendo-se os 
princípios da química verde. 
 Os estudos in vitro com fibroblastos orais (HGF-1) permitiram determinar que, 
em dosagens inferiores a 200 µM, o espilantol não apresentou toxicidade por até 
72h. Foi possível observar que não houve alterações significativas nos níveis de 
algumas citocinas e quimiocinas envolvidas no processo inflamatório nas 
concentrações de 20 e 200 μM. No entanto, a expressão de alguns genes (por 
exemplo, Selectina E e IL-9) foi significativamente reduzida pelo espilantol, 
apontando um possível papel deste composto no processo de regulação inflamatória 
e imunológica.  
 Nos estudos in vivo, o espilantol (30 mg/kg), foi capaz de atenuar de maneira 
significativa os efeitos deletérios provocados pelo 5-FU em modelo de mucosite 
intestinal em camundongos Swiss, através da supressão do processo inflamatório. 
 Por fim, foi possível desenvolver uma formulação promissora para uso no 
tratamento da mucosite oral, embora mais testes devam ser feitos incluindo ajustes 
na formulação para que não haja degradação do espilantol na formulação. 
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